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論文内容の要旨
EpIdermal growth factor(EGF)はその細胞増殖作用により，胃潰蕩治癒を促進することが明らかとなっ
ている。 Epiregulinはマウス線維芽細胞由来腫揚細胞(A43l)培養液より牛ー成されたEGFファミリーに
属する成長因子であるo Epircgulin はHeLa細胞やA431細胞の増殖を抑制する一方で、線維芽細胞やラット初
代培義肝細胞の増殖を刺激することから，一市性の作用を有することが報告されているのしかしながら
epiregulinの胃粘膜細胞増殖に対する作用は不明である。
そこで，本研究は家兎胃粘膜培養細胞(本細胞はPAS染色にて90%以上陽性で，粘液産生性上皮細胞
の特徴を有した。)を用いて， epIregul inの増殖に対する影響およびその作用機序について検討を行った。
胃粘膜培養細胞は太田らの方法に準じて作成したSubconfluentとなった。 monolayerに種々の濃度の
epiregulinおよびEGFを加え， l)[H~]-thymidineの取り込み 2)抗BrdU抗体を用いた免疫組織化学的検
討によりBrdUlabcling indcxを測定 3)形態学的検討によりmitotic indexを測定した。 4)チロシ
ンキナーゼ阻害剤 (Genistein20pg/ml)をepiregulin投与30分前に)JUえthymidineの取り込みを測定したっ
5)細胞を15分間EpiregulinおよびEGFとインキュベーションした後，抗チロシンリン酸化抗体を用いて
western blottingを行い， EGF受容体にー致する170kDa部位におけるチロシンリン酸化バンドの濃度を
2次元レーザースキャナーにて定量化しt.:o
その結束，以下の成績を得たっ 1)Epiregulinはthymidineの取り込み， BrdU labcling index， mitotic 
indcxを有意に増加させたυ 巌大刺激はlOng/ml投与叫に見られ.コントロールに比べ約1.6倍の増加
を示した。また，この効果はEG~'とほぼ同等であった;) 2)Genistcin単独投与は細胞増舶を抑制しなか
ったが， Epiregul inによる増殖刺激は， Genis tei nrij投勺ーにより完全に抑制された。 3)EpIregulinはチ
ロシンリン酸化を刺激した。 EGF受容体に一致する170kDalこ相当する蛋(1質を最も強く刺激し.コント
ロールに比べ約2.5倍であったコ
以 lてより， epiregul inがま兎胃粘膜培養細胞増殖を刺激することが判明した。その作用機序としてチロ
シンキナーゼ経路を介したBFG受容体の自己1)ン殿化が重要な役割を果していることが示唆されたの
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論文審査の結果の要旨
細胞の絶え間ない新生と増殖は胃粘膜の主な防御機構の 1つである。この作用により胃粘膜は完全な状
態に保たれ，また，漬震の治癒を可能にしている。 Epidcrmalgrowth factor(EGF)はその細胞増殖作用に
より，胃潰虜治癒を促進することが明らかとなっている。一方， epIregul inは1995年Toyodaらにより報告
されたEGFファミリーに属する成長凶子で，増殖に及ぼす影響は細胞により異なっている。すなわち，
ラット肝細胞等に対しては細胞増殖を刺激するが，ヒト上皮腫傷細胞に対しては増殖を抑制した。また，
eDiregulinはヒトでは主にマクロファージに存在しており，胃潰壌治癒過程において潰傷局所に著明なマ
クロファージ浸潤がみられる事を考え併せると，胃潰療治癒に何らかの影響を及ぼすと推測される。しか
しながらepiregulinの胃粘膜細胞に対する検討は過去に皆無である。
本論文では，家兎胃粘膜培養細胞を用いてcpircgulinの細胞増殖に対する影響およびその作用機序につ
いて検討を行っている。梶々の濃度のepiregulinおよびHGFを加え， 1) [JFJ thymidineの取り込み の
抗BrdU抗体を用いた免疫組織化学的検討によりBrdUlabeling indexを測定 3)形態学的検討により
mitotic indexを測定した。 4)チロシンキナーゼ阻害剤(genistein20~g/ml) を epiregu!in投与30分
前に加えthymidineの取り込みを測定した。 5)細胞を15分間epIregulinおよびEGFとインキュベーシ
ョンした後，抗チロシンリン酸化抗体を用いてwest巴rnblottingを行~¥， EGF受容体にー'致する170kDa部
位におけるチロシンリン酸化バンドの濃度を測定した。結果として， l)epiregul in はthymidineの取り
込み， BrdU labeling index， mitotic indcxを有意に増加させた。また.この効果はEGFとほぼ同等
であった。 2)Genistein単独投与は細胞増殖を抑制しなかったが， epiregul inによる増殖刺激は，
genistcin前段与により完全に抑制された。 3)EpiregulinはEGF受容体のチロシンリン酸化を容量依存
性に刺激した。
本研究により.cpiregul inが胃枯股細胞増殖を刺激することが判明した。その作用機序としてチロシン
キナーゼ経路を介したEGF受容体の自己リン酸化が重要な役割を果たしていることが示唆された。
本論文はepiregulinの胃粘膜細胞に対する影響及びその機序について初めて検討したものである。木研
究により得られた知見は今後の胃潰療治癒過程の研究に新たな可能性を示すものと考える。
よって著者は博士(医学)の学的を綬与されるに植するものと判定された。
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